
愛媛大学・プロテオサイエンスセンター・教授

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１６３０１

挑戦的研究（萌芽）

2018～2017

クロマチン情報に基づく新規骨粗鬆症治療標的分子の解析

Analysis of new therapeutic target molecules for osteoporosis based on the 
chromatin information

１０４２３８７３研究者番号：

今井　祐記（Imai, Yuuki）

研究期間：

１７Ｋ１９７２８

年 月 日現在  元   ６ １９

円     4,900,000

研究成果の概要（和文）：Zscan10は転写因子であることが報告されているものの、いろいろな細胞における役
割については大部分が不明である。今回我々はCRISPR/Cas9によりZscan10を欠損させたRAW264細胞 (KO細胞)を
樹立し、その機能について解析した。分化誘導後のKO細胞ではCtrl細胞と比較して破骨細胞分化の促進が認めら
れた。そこで、RNA-seqにより分化誘導前のKO細胞の網羅的遺伝子発現解析を実施し、統合的なゲノムワイド解
析を行った結果、Haptoglobin (Hp)を同定した。Zscan10はHpの転写を直接的に制御することで、破骨細胞分化
を負に制御していることが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：Zinc finger and SCAN domain containing 10 (Zscan10) was identified as a 
novel transcription factor that is involved in osteoclast differentiation in our previous report. 
However, the biological functions of Zscan10 are not fully understood. First, Zscan10 KO RAW264 (KO)
 cells were established by genome editing using CRISPR/Cas9 and single cell sorting. Zscan10 might 
regulate transcription of the genes that negatively control osteoclastogenesis. To understand gene 
expression profiles controlled by Zscan10, RNA-seq was performed and stringent analyses identified 
the haptoglobin gene (Hp) as a possible target of Zscan10. rHp treatment suppressed TRAP activity of
 KO cells without affecting cell viability. Furthermore, it has been reported that Hp KO mice 
exhibit decreased bone mass and increased osteoclast number.  Taken together, this study suggests 
that Zscan10 negatively regulates osteoclast differentiation through transcription of Hp.

研究分野： 整形外科学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
新規破骨細胞転写因子Zscan10の同定から、統合的ゲノムワイド解析により明らかとなったハプトグロビン
（Hp）が骨代謝制御の標的分子になりうることが明らかとなった。これまでにHp KOマウスでは骨量の減少及び
破骨細胞数の増加を呈し、Hpが破骨細胞分化の抑制に関与すること、Hpが低値を示す溶血性貧血の患者では、骨
量の減少を引き起こすことが報告されている。以上のような報告から、生体においてもHpが骨代謝に対し保護的
作用を示すことが示唆された。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 超高齢社会を迎えた我が国をはじめとした先進諸国において、健康長寿の獲得が極めて
重要な社会的課題である。中でも、運動器疾患は要介護・要支援となる原因の約１／３を占
めている。また骨粗鬆症による脊椎及び大腿骨近位部骨折が寝たきりになる要因となって
いるため、骨粗鬆症治療を目指した病態解明や新規治療法開発は、今尚必要とされている。
申請者は、これまで閉経後骨粗鬆症の病態についてエストロゲン受容体を中心としてメカ
ニズム解明に取り組んできた（Cell 2007, JBMM 2009, Mol Cell Endocrinol 2009, Physiol 
Rev 2011, Bone 2013 など）。これまでの研究は、閉経後に生じるエストロゲン欠乏による
病態の解明に中心を置いてきたが、それでもなお、十分に病態を説明できない表現型が認め
られきた。その理由の一つとして、閉経後骨粗鬆症におけるエストロゲン欠乏などの既知の
分子や既存の概念に捉われていることが考えられた。 
 そこで、近年目覚ましい発展を遂げている次世代シーケンサをはじめとした先進的技術
とバイオインフォマティクスやビッグデータを活用することで、これまでに誰も着目して
こなかった未知の分子を捉えることができれば、さらなる病態の理解に繋がるのではない
かと考え、研究の方向性を転換した。クロマチンは、遺伝子発現変動に伴ってダイナミック
に構造変換する。このクロマチン構造変換はエピジェネティクスの一端を担っており、この
情報を詳細に解析することにより、新たな制御分子の同定が可能になるのではないかと考
えた。その結果、培養細胞レベルで DNase-seq を用いた解析から、Zscan10 を含む新規候補
分子を同定した（JBMR 2014）ものの、あくまでも細胞レベルであり、病態の理解には、分
子機能の解明と生体レベルでの解析が不可欠であると考え、本研究の着想に至った。 
 

２．研究の目的 
６５歳以上人口が２５％を越え、ついに超高齢社会に突入した我が国において、社会福祉
および医療経済の観点から、健康長寿の獲得が社会的急務である。そのためには、要介護・
要支援の３大原因の一つである運動器疾患の克服が重要であり、その一つに骨折が挙げら
れる。骨粗鬆症患者では、軽微な転倒により大腿骨近位部や脊椎骨の骨折を来たし、臥床や
手術を余儀なくされ、生活の質の低下のみならず寿命短縮を引き起こす。現在、骨粗鬆症の
病態解明や治療法開発が進展した結果、骨粗鬆症治療が奏効し、他の先進国では骨粗鬆症性
骨折が減少しているにもかかわらず、わが国では骨粗鬆症性骨折数が増加傾向にあり、さら
なる治療標的の探索が必要である。申請者は、閉経後骨粗鬆症が破骨細胞寿命延長により惹
起されることを見出すなど病態メカニズム解明に取り組んできた（Cell 2007）。さらにエピ
ジェネティクスに着目し、破骨細胞分化過程におけるクロマチンリモデリングに注目して
研究を行ってきた。その結果、DNase Hypersensitive site (DHS)の DNase-seq を用いたゲ
ノムワイド解析により、破骨細胞分化を制御する複数の新規転写因子の同定に成功した
（JBMR 2014, BBA-MBD 2015）。これらの因子の中でも、Zscan10 については、これまでにそ
の分子機能は未知であり、関連論文は８報のみ（上記 JBMR 論文を含む）しか報告されてお
らず、骨代謝制御に関する生理作用及び骨粗鬆症病態についての役割は全く不明である。そ
こで、本研究では、この機能未知因子 Zscan10 の分子機能を明らかにすること、また生体に
おける分子の役割について遺伝子欠損マウスを解析することにより明らかにした上で、
Zscan10 が骨粗鬆症治療に向けた分子標的として機能するか否かを明らかにすることを目
的とする。 
 

３．研究の方法 
 骨髄細胞由来初代培養を用いた M-CSF 及び RANKL 誘導による破骨細胞分化の解析も遂行
する。RANKL 投与 6日目における破骨細胞形成を、TRAP 染色を用いて定量的に評価する。ま
た、経時的に破骨細胞から RNA を抽出し、Nfatc1 などの分化マーカーの発現変動を検索す
る。Zscan10 による遺伝子発現プロファイルの変動を確認するため、RNA-seq を行い、その
結果とこれまでに実施されてきたゲノムワイド解析データを統合的に解析し、Zscan10 の標
的遺伝子を同定。標的因子による破骨細胞分化制御について解析する。 
 
４．研究成果 
 CRISPR/Cas9 により Zscan10 を欠損させた RAW264 細胞 (KO 細胞)を樹立し、その機能に
ついて解析した。 
分化誘導後の KO 細胞では Ctrl 細胞と比較して破骨細胞分化マーカーの mRNA 発現量、破
骨細胞の大きさと数、TRAP 活性は顕著に増加しており、破骨細胞分化の促進が認められた
（図 1）。さらに、分化抑制関連遺伝子の mRNA 発現量は分化誘導前から変動しており、KO
細胞では分化誘導前の遺伝子発現プロファイルの変化が破骨細胞分化促進に寄与している
のではないかと考えられた。そこで、RNA-seq により分化誘導前の KO 細胞の網羅的遺伝子
発現解析を実施した。その結果、Ctrl 細胞と比較して KO 細胞では 173 遺伝子の発現量が
1/2 以下に減少、87遺伝子の発現量が 2倍以上に増加していた。これらの遺伝子群の Gene 
ontology 解析を実施した結果、減少した遺伝子群は免疫系システムに関与している遺伝子
が多く含まれており、減少遺伝子群が KO 細胞の分化促進という表現型に深く関与してい



ると考えられた。そこで、発現が減少した遺伝子群が、転写因子である Zscan10 により直
接制御されるのか検索するため、RNA-seq データに加え、Zscan10 結合塩基配列モチーフ
のゲノムワイド情報および RAW 細胞のクロマチン構造変換を解析した DNase-seq データを
組み合わせ、統合的なゲノムワイド解析を行った。その結果、Zscan10 の欠損により遺伝
子発現が低下し、遺伝子座近傍ゲノム領域に結合モチーフ及びクロマチン構造変換を伴う
遺伝子として Haptoglobin (Hp)を同定した。さらにリコンビナント Hp を KO 細胞および骨
髄細胞由来初代培養破骨細胞に添加し解析した結果、破骨細胞分化が抑制された（図
1）。これまでの結果から、Zscan10 は Hp の転写を直接的に制御することで、破骨細胞分
化を負に制御していることが、Zscan10 KO 細胞における分化促進の一因であることが明ら
かとなった。 
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